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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність обраної теми. Патологія нервової системи характерна більш ніж для 70 % хворих на цукровий діабет (ЦД). Відомо, що при ЦД першого типу переважають мікроангіопатії, невропатії, нефропатії, катаракти, ретинопатії та інші ускладнення. Фактична частота ускладнень значно перевищує зареєстровану. Часто спостерігають такі ускладнення, як інсульти, артеріальну гіпертензію, інфаркт міокарда, ішемічну хворобу серця тощо (Ефимов А.С., 1990; Балаболкин М.И., 1998; Закирьянов А.Р. и др., 2007; Öztürk Y., 1998; Opara E.C., 2002).

Одним з найпоширеніших ускладнень ЦД є розвиток невропатій, які призводять до довготривалих змін у нервовій системі. Патогенез діабетичних невропатій до кінця не вивчений. Вважається, що основним пусковим фактором є гіперглікемія (Бодальски Е. и др., 2001; Дмитриев Л.Ф., 2005; Harati Y., 1996; Hedding-Eckerich M., 2000). 

Незважаючи на велику кількість наукових робіт, присвячених ускладненням при ЦД, що пов’язані з різними системами організму (Сидорчук І.Й., 2006; Wolff S.P., 1993; Dorrler I., 2001; Goh S., 2008), порушення когнітивних функцій центральної нервової системи (ЦНС), за умов ЦД, залишаються найменш вивченими. Результати, одержані різними дослідниками, недостатньо узагальнені та проаналізовані. Особливість проблеми когнітивного дефіциту при ЦД полягає в тому, що він може бути зумовлений також процесами старіння (Салтыков Б.Б., 2003; Лавров А.Ю., 2004; Weili X. et al., 2009). Вивчення взаємозв’язку когнітивного дефіциту та ЦД є актуальною проблемою, яка потребує подальшого фундаментального дослідження з метою вивчення патогенезу когнітивних порушень в цьому випадку з метою розробки комплексної патогенетичної терапевтичної тактики як самого захворювання, так і його ускладнень.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Обрана тематика наукових досліджень пов’язана з галузевим планами і виконувалась як фрагмент науково-дослідної роботи кафедри фізіології Державного закладу «Дніпропетровська медична академія Міністерства охорони здоров’я (МОЗ) України» «Механізми адаптивних реакцій центральних та периферійних відділів нервової системи за нормальних та патологічних умов», затвердженої відділом державної реєстрації УкрIНTEI (м. Київ) під номером 0111U002789.

Авторка дисертації брала безпосередню участь у виконанні наукових досліджень з цієї теми, будучи одним з її виконавців.

Мета і задачі дослідження: Метою роботи було вивчення нейрофізіологічних механізмів інтегративної діяльності нервової системи у щурів різного віку за умов експериментального ЦД. 

Для досягнення мети були поставлені наступні окремі задачі:
За умов експериментального ЦД у щурів різного віку:

1. Вивчити стан умовно-рефлекторної та орієнтовно-дослідницької діяльності.

2. Оцінити показники прооксидантної системи структур головного мозку – у тканині кори великих півкуль (КВП) і гіпокампа.
3. Оцінити показники системи антиоксидантного захисту (АОЗ) у тканині КВП і гіпокампа. 

4.  Вивчити рівні розчинної та сечовинної фракцій гліального фібрилярного кислого білка (ГФКБ) та білка S-100 у структурах головного мозку – тканини кори великих півкуль і гіпокампа.

Предмет дослідження – нейрофізіологічні механізми інтегративної діяльності нервової системи у білих щурів середнього віку і старих щурів за умов експериментального ЦД. 

Об’єкт дослідження – умовно-рефлекторна і орієнтовно-дослідницька діяльність та нейрохімічна активність нервової системи білих щурів різного віку за умов експериментального ЦД. 

Методи дослідження – моделювання алоксанового ЦД, біохімічні, методика «відкритого поля», реакція імуноблотингу, умовна реакція пасивного уникнення (УРПУ), статистичні методи.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше доведено, що за умов експериментального ЦД у білих щурів лінії Вістар середнього віку і старих відбувається суттєве підвищення кількості амнезованих тварин, але ця тенденція є більш виразною у тварин середнього віку. За умов експериментального ЦД показники локомоторної та орієнтовно-дослідницької активності в обох вікових групах також змінюються: зменшується кількість пересічених квадратів, стійок та обстежених нірок. Ці зміни більш суттєві у тварин середнього віку.

Вперше показано, що за умов ЦД у тканині КВП і гіпокампа головного мозку білих щурів настає суттєве зниження активності каталази у тварин середнього віку і старих. Вперше знайдено, що зниження рівня глутатіонпероксидази (ГПО) за умов ЦД – різноспрямоване: у тканині гіпокампа більш виражене у старих щурів, а в тканині КВП – у щурів середнього віку, що може сприяти підвищенню генерації активних форм кисню у мозковій тканині, внаслідок чого підсилюються процеси накопичення продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), яке було нами підтверджене визначенням вмісту його продуктів. 

Вперше встановлено, що концентрація гліального фібрилярного кислого білка (ГФКБ) у структурах головного мозку (КВП і гіпокампа) старих щурів з ЦД була суттєво нижчою у порівнянні з щурами середнього віку. Значне зростання вмісту обох фракцій ГФКБ за умов ЦД засвідчує про порушення стану проміжних філаментів астроцитів і розвитку гліозу у тканинах КВП і гіпокампа щурів, що може розглядатись як результат посилення експресії вказаних нейроспецифічних білків. 

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати вивчення окремих ланок патогенезу ЦД в експериментальних білих щурів лінії Вістар рекомендуються для клітинного вивчення результатів використання лікарських засобів, спрямованих на покращення стану системи АОЗ у комплексній терапії ЦД та його ускладнень. Результати дослідження впроваджені в навчальні плани кафедр фізіології; патофізіології; фармакології, клінічної фармакології та фармакоекономіки; біохімії, медичної та фармацевтичної хімії; факультетської терапії та ендокринології ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України»; фізіології людини та тварин Дніпропетровського національного університету ім. Олеся Гончара МОНмолодьспорт України; фізіології; патофізіології ДЗ «Луганський державний медичний університет» МОЗ України; фізіології ДЗ «Одеський національний медичний університет МОЗ України»; фізіології ДЗ «Вінницький національний медичний університет ім. М.І. Пирогова МОЗ»; фізіології ДЗ «Українська медична стоматологічна академія МОЗ України».

Особистий внесок здобувачки. Дисертанткою особисто проведений патентно-інформаційний пошук, налагоджені методики проведення поведінкових, біохімічних досліджень з теми дисертації на кафедрі фізіології. Дисертантка розробила варіант моделі відтворення стану експериментального ЦД. Авторка особисто виконала експериментальні дослідження з теми дисертаційної роботи, проаналізувала та статистично обробила цифрові дані дослідження, самостійно зробила висновки. Нею написані всі розділи дисертації та автореферат. Авторка не використовувала і не запозичувала ідеї та розробки співавторів публікацій. 

Апробація результатів дисертації. Основні наукові положення та висновки доведені та обговорені на: XIV Міжнародному медичному конгресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2010); Всеукраїнській науково-практичній конференції «Довкілля і здоров’я» (Тернопіль, 2010); V Національному конгресі геронтологів і геріатрів України «Проблемы старения и долголетия» (Київ, 2011); V конгресі Українського товариства нейронаук, присвяченому пам'яті П.Г. Костюка (Київ, 2011); III з’їзді фізіологів Союзу Незалежних Держав (Ялта, 2011).

Публікації. Основні положення та висновки дисертації опубліковані у 9 наукових працях, із них 4 – журнальні статті та 5 тез в матеріалах з’їздів та науково-практичних конференцій. 

Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота викладена на 140 сторінках комп’ютерного тексту і складається з вступу, огляду літератури, розділу матеріалів і методів дослідження, трьох розділів власних досліджень, обговорення результатів, висновків, переліку використаної першоджерел. Робота ілюстрована 14 рисунками та 14 таблицями. Список вітчизняних та іноземних використаних джерел містить 342 найменування (з них 155 – іноземні).
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали та методи дослідження. Об`єктом дослідження були білі щури лінії Вістар різної статі, представлені за класифікацією І.П. Западнюка двома віковими групами: щури середнього віку (6-7 місяців) масою 140-160 г та старі щури (18-22 місяців) масою 260-340 г. У кожній віковій групі тварини були розділені на контрольні («інтактні») та піддослідні, у яких був сформований стан ЦД («ЦД»). У дослідженні було використано 220 тварин. Моделювання ЦД проводили шляхом інтраперитонеального введення 5 % розчину алоксану моногідрату (120 мг/кг, Sigma, США). Всі тварини знаходились на стандартному харчовому раціоні віварію. Відтворення ЦД контролювали за вмістом глюкози в крові, який визначали за допомогою портативного глюкометру Bionime та за допомогою глюкозооксидазного методу. Концентрацію глюкози в сироватці крові визначали за допомогою набору Біо-Lachema-Тест, Чехія. В експеримент відбирали тварин, що мали стійку гіперглікемію з показником глюкози периферійної крові вище, ніж 28 ммоль/л (евглікемія щурів обох вікових груп складає 5,05-6,88 ммоль/л) (таблиця 1, рисунок 1).
Таблиця 1
Показники рівня глюкози периферійної крові щурів різного віку
(M±m; n=20)

	Показник
	Щури середнього віку
	Старі щури


	
	Контроль
	ЦД
	Контроль
	ЦД

	Глюкоза
(ммоль/л)
	5,85±0,27
	33,36±0,34
р<0,001
	6,22±0,15
	33,59±0,13
р<0,001


Примітка: р – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем.
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Рис. 1. Показники гіперглікемії в сироватці крові щурів різного віку.

Примітки: 1 – щури середнього віку; 2 – старі щури; наведено середнє значення та похибка середнього M±m; *** - достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем при р<0,001.
У другій серії експериментів (n=90) вивчали орієнтовно-дослідницьку діяльність методом «відкритого поля» (Ведяев Ф.П. и др., 1983) і УРПУ (Буреш Я. и др., 1991). У третій серії дослідів (n=40) визначали стан процесів ПОЛ у корі головного мозку та гіпокампі за вмістом первинних – дієнових кон'югатів (ДК) і вторинних продуктів ПОЛ на основі визначення вмісту малонового діальдегіду (МДА) (Стальная И.Д., 1979; Гаврилов В.Б. и др., 1983). У четвертій серії дослідів (n=40) досліджували стан системи АОЗ шляхом визначення активності каталази і ГПО у структурах головного мозку (Королюк М.А., 1988; Мальцев Г.Ю. и др., 2002). У п’ятій серії дослідів (n=40) визначали у корі великих півкуль, гіпокампі рівень нейроспецифічних білків – ГФКБ та білка S-100 (Березин В.А., 1984; Стародуб Н.Ф. и др., 1987).

Дані експериментів оброблювали методами варіаційної статистики та за допомогою програмного забезпечення Microsoft Excel, Statistica 6.0. Вірогідність отриманих результатів оцінювали за допомогою критерію t-Ст'юдента для параметричних методів (Лакін Г.В., 1990).
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Стан умовно-рефлекторної та орієнтовно-дослідницької діяльності щурів різного віку за умов експериментального ЦД. Метою першого напрямку наших досліджень було вивчення стану мнестичних (умовно-рефлекторних) функцій та орієнтовно-дослідницької діяльності у щурів різного віку за умов експериментального ЦД (таблиці 2 і 3). Як свідчать факти, розвиток експериментального ЦД супроводжувався порушенням інтегративної діяльності ЦНС, стан якої оцінювали на основі визначення поведінково-дослідницької діяльності тварин методом «відкритого поля», та умовно-рефлекторної діяльності на основі визначення УРПУ. Тварини були з приблизно однаковою емоційною характеристикою, що визначалось перед дослідом на основі тесту «відкрите поле».

У інтактних щурів середнього віку кількість амнезованих осіб становила 60 %, тоді як за умов ЦД їх кількість зростала до 80 % (р<0,001). При цьому у експериментальних щурів значно зменшувався показник латентного періоду переходу із освітленого в неосвітлений відсік, та складав у середньому 89,76±10,7 с (р<0,001), на відміну від контрольної групи, де аналогічний показник склав 149,6±5,88 с. Також значні зміни спостерігали в групі старих тварин.

У старих інтактних щурів кількість амнезованих тварин становила 65 %, тоді як за умов ЦД їх кількість зростала до 76 % (р<0,01). При цьому у експериментальних щурів значно зменшувався показник латентного періоду переходу із освітленого в неосвітлений відсік та становив в середньому 83,4±11,33 с (р<0,01), в контрольній групі аналогічний показник склав 123,9±9,69 с. 

Таблиця 2
Основні показники УРПУ у щурів середнього віку за умов ЦД (M±m)
	Показники
	Одиниці виміру
	Групи тварин
	Р

	
	
	Інтактні

(n=20)
	ЦД

(n=25)
	

	Кількість амнезованих тварин
	n

%
	12

60,0±10,9
	20

80,0±6,7
	<0,05

<0,001

	Латентний період заходу у темний відсік
	с
	149,6±5,88
	89,8±10,7
	<0,001


Примітка: р – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем.
Таблиця 3
Основні показники УРПУ у старих щурів за умов ЦД (M±m)
	Показники
	Одиниці виміру
	Групи тварин
	Р

	
	
	Інтактні 
(n=20)
	ЦД

(n=25)
	

	Кількість амнезованих тварин
	n

%
	13

65,0±6,7
	19

76,0±9,8
	<0,01

<0,01

	Латентний період заходу у темний відсік
	с
	123,9±9,7
	83,4±11,3
	<0,01


Примітка: р – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем.

Аналіз орієнтовно-дослідницької діяльності щурів обох вікових груп виявив зміни ряду показників поведінки. За умов ЦД показники локомоторної активності свідчили про значне та достовірне зменшення горизонтальної активності тварин середнього віку, в групі яких кількість пройдених квадратів становила в середньому 11,68±0,92, що по відношенню до контрольної групи було менше на 33,1 % (р<0,001). 
В групі старих тварин ці зміни не були достовірними (р>0,05). Показники рухової активності склали 9,44±0,63 за умов розвитку ЦД та 8,15±1,02 в контролі. Вертикальна рухливість тварин обох вікових груп суттєво змінювалась та мала достовірний характер (р<0,001). Більш виразними виявились зміни в групі щурів середнього віку. Кількість стійок дослідної групи склала 2,04±0,24, що по відношенню до контрольної групи було менше на 37,23 % (р<0,001), а в групі старих щурів із ЦД аналогічний показник склав 2,6±0,19, що по відношенню до контрольної групи було менше на 23,53 % (р<0,05). 

Також більш виразною в групі тварин середнього віку була і орієнтовно-дослідницька активність, що відбивалось на зменшенні кількості обстежуваних нірок з 3,55±0,41 у щурів інтактної групи до показника 1,76±0,24 у експериментальній групі тварин середнього віку, та з 3,5±0,4 до 2,4±0,25, відповідно, у старих тварин. Емоційна активність в обох вікових групах змінювалась недостовірно (р>0,05).

Кількість актів грумінгу щурів середнього віку дослідної та контрольної груп склала 2,48±0,22 та 2,75±0,31 відповідно.

В групі старих щурів кількість актів грумінгу дослідної та контрольної груп склала 2,76±0,27 та 2,75±0,34 відповідно. Показники кількості болюсів групи щурів середнього віку склали в дослідній групі 1,28±0,15 та 1,45±0,21 в контролі, та 1,68±0,15 старих дослідних та 1,4±0,22 інтактних тварин. 

За умов ЦД в обох вікових групах відбувається значне підвищення кількості амнезованих тварин, більш виразне в групі щурів середнього віку.

Визначені відмінності показників локомоторної та орієнтовно-дослідної активності в групі щурів з експериментальним ЦД вказують на те, що зміни поведінкових реакцій тварин пов′язані, насамперед, із розвитком діабетичної енцефалопатії.

Прооксидантно-антиоксидантна система структур головного мозку білих щурів різного віку за умов експериментального ЦД. Нами було проведено вивчення механізмів функціонування про- та антиоксидантної систем у щурів двох різних вікових груп в умовах експериментального ЦД. Результати дослідження наведені в таблицях 3 і 4. Отримані дані щодо змін активності ферментів АОЗ свідчать про значне та достовірне зниження активності каталази у старих щурів як в гіпокампі (27,6±1,05 %; р<0,01), так і в КВП (32,7±1,06 %; р<0,01). 
Зниження рівня ГПО в гіпокампі було більш виражене у старих щурів (22,22±0,13 %; р<0,001), а в КВП – у щурів середнього віку (25,35±0,25 %; р<0,001). Зсуви, що виникають в активності ГПО, сприяють формуванню умов для накопичення активних форм кисню в мозку за умов ЦД.

Одержані нами дані дозволяють зробити висновки щодо підтримання високої ефективності функціонування систем захисту від активних форм кисню при стресі в пізньому онтогенезі та більш високої стійкості старих тварин до дії продуктів ПОЛ.
Рівень ДК у гіпокампі щурів середнього віку був достовірно підвищеним (12,36±0,002 %; р<0,01), а зміни рівня ДК в КВП були недостовірними (9,09±0,001 %; р>0,05 і 2,26±0,002 %; р>0,05 у щурів середнього віку та старих щурів відповідно). Результати дослідження МДА свідчать про його достовірне та значне підвищення в КВП щурів середнього віку (33,33±0,04 %; р<0,05) та гіпокампі (32,61±0,03 %; р<0,05). 

На основі аналізу отриманого нами експериментального матеріалу можна зробити припущення, що в умовах значного метаболічного стресу, який супроводжує розвиток неврологічних ускладнень при ЦД, завдяки впливу на організм ушкоджуючих факторів, ефект яких проявляється посиленням прооксидантних впливів на клітину, ферментами АОЗ забезпечується ефективний захист від вільнорадикального ураження ЦНС. Отримані результати свідчать про більш високу ефективність функціонування систем захисту від активних форм кисню при стресі в пізньому онтогенезі та більш високої стійкості старих тварин до дії ПОЛ.

Таблиця 4
Зміни показників ПОЛ/АОЗ в структурах головного мозку щурів середнього віку з експериментальним ЦД (M±m; n=15)
	Показники
	Гіпокамп
	КВП

	
	Контроль
	ЦД
	Контроль
	ЦД

	Каталаза (мкмоль/хв./мг білка)
	34,9±2,24


	28,33±1,63

р<0,05
	37,6±1,74


	30,93±1,38

р<0,01

	ГПО (мкмоль/хв./мг білка)
	6,2±0,27
	4,91±0,18

р<0,001
	6,51±0,34


	4,86±0,25

р<0,001

	ДК (довжина хвилі 232 нм)
	0,089±0,003
	0,10±0,002

р<0,01
	0,11±0,004
	0,12±0,001

р>0,05

	МДА (нмоль/мг білка)
	0,46±0,05


	0,61±0,03

р<0,05
	0,51±0,04


	0,68±0,02

р<0,05


Примітка: р – різниця між дослідом і відповідним контролем.

Таблиця 5
Зміни показників ПОЛ/АОЗ в структурах головного мозку старих щурів з експериментальним ЦД (M±m; n=15)
	Показники
	Гіпокамп
	КВП

	
	Контроль
	ЦД
	Контроль
	ЦД

	Каталаза, мкмоль/хв./мг білка
	27,9±1,68


	20,2±1,05

р<0,01
	31,8±1,64


	21,4±1,06

р<0,01

	ГПО,

мкмоль/хв./мг білка
	5,58±0,19


	4,34±0,13

р<0,001
	6,05±0,23


	4,93±0,15

р<0,001

	ДК, довжина хвилі 232 нм
	0,103±0,003
	0,104±0,002

р>0,05
	0,133±0,002
	0,13±0,002

р>0,05

	МДА, нмоль/мг білка
	0,66±0,04


	0,77±0,02

р<0,05
	0,74±0,03


	0,88±0,02

р<0,01


Примітка: р – різниця між дослідом і відповідним контролем.

Рівень ГФКБ і білка S-100 у структурах головного мозку білих щурів різного віку за умов експериментального ЦД. Вивчаючи віковий аспект впливу ЦД на вміст нейроспецифічних білків в окремих структурах головного мозку щурів, було знайдено суттєве нарощування концентрації ГФКБ та білка S-100 з більш інтенсивним проявом у молодих тварин (таблиці 6 та 7). 

Таблиця 6
Рівні ГФКБ і білка S-100 у структурах головного мозку у щурів середнього віку за умов ЦД (M±m; n=10)
	Показники
	Інтактні щури
	ЦД
	р
	р1

	
	КВП
	Гіпокамп
	КВП
	Гіпокамп
	
	

	S-100
	1,0±
0,01
	1,0±
0,01
	2,31±
0,03
	2,49±
0,03
	<0,01
	<0,01

	ГФКБ:

розчинна 
фракція

сечовинна 
фракція
	1,00±
0,01

1,00±
0,01
	1,00±
0,01

1,00±
0,01
	2,15±
0,03

3,61±
0,04
	1,83±
0,02

2,9±
0,03
	<0,05

<0,01
	<0,05

<0,01


Примітки: р – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем, порівняння показників КВП; р1 – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем, порівняння показників гіпокампа.

Таблиця 7
Рівні ГФКБ і білка S-100 у структурах головного мозку у старих щурів за умов ЦД (M±m; n=10)
	Показники
	Інтактні щури
	ЦД
	р
	р1

	
	КВП
	Гіпокамп
	КВП
	Гіпокамп
	
	

	S-100
	1,00±
0,01
	1,00±
0,01
	1,82±
0,03
	1,55±
0,03
	<0,05
	<0,05

	ГФКБ:

розчинна 
фракція

сечовинна 
фракція
	1,00±
0,01

1,00±
0,01
	1,00±
0,01

1,00±
0,01
	1,62±
0,03

2,81±
0,04
	1,35±
0,02

2,48±
0,03
	<0,05

<0,01
	<0,05

<0,01


Примітки: р – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем, порівняння показників КВП; р1 – достовірна різниця між дослідом і відповідним контролем, порівняння показників гіпокампа.

Визначення кількості нерозчинної фракції ГФКБ у КВП молодих щурів показало значне підвищення її концентрації (у 3,6 разу відносно контролю, р<0,001). Така ж спрямованість змін вмісту сечовинної форми даного білка мала місце і в групі старих тварин. Рівень поліпептиду збільшився у 2,8 разу, що вказує на менш виражену астрогліальну відповідь. Окрім цитоскелетної фракції ГФКБ, в неокортексі молодих щурів відмічали підвищення і розчинної фракції даного поліпептида у 2,2 разу відносно інтактних тварин. Менш ефективне накопичення розчинного ГФКБ спостерігали у групі старих щурів, де вміст поліпептиду збільшувався лише на 62 % (р<0,05).

У гіпокампі молодих щурів, як і в неокортексі, концентрація нерозчинної фракції астрогліального цитоскелетного білка зростала у 2,9 разу. У старих тварин в даній структурі мозку рівень філаментного ГФКБ також збільшувався, але менш інтенсивно: кількість білка складала 2,48 у.о., що було у 2,5 рази вище, ніж контрольний показник (р<0,001). Поряд зі зростанням вмісту нерозчинного ГФКБ, відмічали підвищення й кількості розчинної фракції. Зокрема, у молодих щурів в експериментальній групі концентрація даного поліпептиду була більшою на 83 % за показник інтактної групи. У гіпокампі старих тварин вміст солюбілізованого ГФКБ збільшувався лише на 35 %, що було у 2 рази менше, ніж у молодих щурів.

При вивченні поліпептидного складу філаментної фракції ГФКБ молодих особин за методом імуноблотингу, окрім основної субодиниці 49 кДа, були виявлені зони, які представляли собою білки з меншою молекулярною масою. Так, у КВП даної вікової групи спостерігали деградовані поліпептиди 42-47 кДа. У гіпокампі кількість деградованих фракцій була представлена ще більшим спектром. Тут з’явилися, окрім вищевказаних форм, ще й поліпептиди з молекулярною масою 35-37 кДа. Аналіз імунофореграми розчинного ГФКБ також показав наявність продуктів деградації основної інтактної субодиниці, але в меншому ступені, ніж у сечовинній фракції. Зокрема, у КВП і в гіпокампі щурів середнього віку можна відмітити появу поліпептидів з молекулярною масою 42-47 кДа. Таке значне збільшення деградованих фракцій як у складі філаментного, так і розчинного ГФКБ, свідчить про інтенсивні цитоскелетні перебудови астроглії.
Дослідження якісного складу маркерного білка проміжних філаментів астроцитів у старих щурів також виявило деструктивні зміни основної інтактної субодиниці. За методом імуноблотингу нерозчинної фракції ГФКБ КВП і гіпокампа відмічали суттєве підвищення вмісту деградованих поліпептидних фрагментів в зонах, що відповідали молекулярній масі 42-47 кДа. На відміну від щурів середнього віку, деградованих фракцій з молекулярною масою 35-37 кДа на імунофореграмі не спостерігалось, що свідчить про менш виражену астрогліальну відповідь. Незначна кількість поліпептидів меншої за 49 кДа молекулярної маси, зокрема 47 кДа, була присутня на імуноблотингу розчинної фракції ГФКБ КВП і гіпокампа даної вікової групи тварин, що не відрізнялось від групи тварин середнього віку.

Таким чином, суттєве підвищення вмісту ГФКБ у корі і гіпокампі молодих та старих тварин є доказом посилення експресії цитоскелетного білка та (або) проліферації астроцитів, що в більшій мірі відбувається у мозку молодших за віком щурів. 

Рівень експресії іншого гліального маркера, білка S-100, також був значно вищим за умов експериментального ЦД. Аналізуючи результати визначення вмісту даного нейроспецифічного білка в КВП і гіпокампі щурів середнього віку, можна відмітити значне зростання кількості поліпептида, що було більше у 2,3 і 2,5 разу відповідно контрольних показників. У старих щурів зміни рівня білка S-100 мали аналогічну характеристику, але збільшення вмісту даного білка сягало у неокортексі 82 % (р<0,01), у гіпокампі – лише 55 % (р<0,05). Тобто накопичення астрогліального нейроспецифічного білка S-100, що мало місце в мозку тварин з алоксан-індукованим діабетом, було майже удвічі ефективнішим в КВП і гіпокампі щурів середнього віку.

Таким чином, значне зростання вмісту філаментного і розчинного ГФКБ та білка S-100, маркерів активності гліальних клітин, а також поява деградованих фракцій ГФКБ за умов ЦД свідчить про порушення стану проміжних філаментів астроцитів і розвиток гліозу, що вочевидь є результатом посилення експресії даних нейроспецифічних білків, фібрилогенезу та проліферації астроглії.
ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і вирішення наукового завдання, яке полягає в дослідженні нейрофізіологічних механізмів інтегративної діяльності нервової системи у щурів різного віку за умов експериментального алоксанового ЦД на підставі встановлення стану умовно-рефлекторної та орієнтовно-дослідницької діяльності, прооксидантно-антиоксидантної системи і рівнів фракцій ГФКБ та білка S-100 у структурах головного мозку. 

1. За умов експериментального ЦД у щурів зростає кількість амнезованих тварин та вірогідно знижується латентний період заходу у темний відсік, що свідчить про суттєві зміни УРПУ у щурів середнього віку. Показано більш значне зменшення кількості перетнутих периферійних та внутрішніх квадратів, кількості стійок та обстежених нірок у щурів середнього віку. Зміни орієнтовно-дослідницької активності та УРПУ в експериментальних тварин з ЦД залежать від їх віку. У старих щурів з експериментальним ЦД підвищуються показники кількості стійок, обстежених нірок, болюсів, грумінгу та вірогідно зменшується кількість перетнутих периферійних та внутрішніх квадратів у порівнянні з такими показниками щурів середнього віку. 
2. Нами показано, що у тканині КВП і гіпокампа головного мозку щурів з експериментальним ЦД суттєво інтенсифікуються процеси ПОЛ. Рівень ДК у гіпокампі щурів середнього віку був достовірно підвищеним, а зміни рівня ДК в КВП були недостовірними у щурів середнього віку та старих щурів. Рівень МДА достовірно та значно підвищувався в КВП та в гіпокампі щурів середнього віку. 

3. З’ясовано, що у тканині КВП і гіпокампа головного мозку щурів середнього віку та старих з експериментальним ЦД суттєво знижується активність ключових ферментів АОЗ – каталази та ГПО. Зниження рівня каталази та ГПО у тканині гіпокампа було більш виражене у старих щурів, а в тканині КВП – у щурів середнього віку за умов ЦД. 

4. Встановлено, що суттєве підвищення вмісту ГФКБ у тканині КВП і гіпокампі головного мозку щурів середнього віку за умов експериментального ЦД є доказом посиленої екскреції цитоскелетного білка і/або проліферації астроцитів. Концентрація цього білка у структурах головного мозку старих щурів з ЦД значно нижча. Значне зниження вмісту філаментного і розчинного ГФКБ та білка S-100 – маркерів активності гліальних клітин, а також поява деградованих фракцій ГФКБ свідчить про порушення стану проміжних філаментів астроцитів і розвиток гліозу у тканинах КВП і гіпокампа білих щурів з ЦД, що може бути результатом посиленої експресії вказаних нейроспецифічних білків. 
Перелік наукових праць, опублікованих за темою 
дисертації

1. Родинський О.Г. Механізми формування ураження центральної та периферичної нервової системи за умов експериментального цукрового діабету / О.Г. Родинський, В.А. Гузь // Медичні перспективи. – 2009. – Т. XIV, № 3. – С. 4-14. Здобувачка підготувала огляд літератури, провела експеримент.
2. Родинський О.Г. Стан прооксидантно-антиоксидантної системи структур головного мозку щурів різного віку з експериментальним цукровим діабетом / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Експериментальна та клінічна фізіологія і біохімія. – 2010. – № 3. – С. 12-17. Здобувачка вивчила стан прооксидантно-антиоксидантної системи структур головного мозку щурів різного віку з експериментальним цукровим діабетом, написала текст статті.
3. Родинський О.Г. Стан умовно-рефлекторної і орієнтовно-дослідницької діяльності щурів різного віку за умов алоксанового цукрового діабету / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Медичні перспективи. – 2011. – Т. XVІ, № 1. – С. 4-10. Здобувачка вивчила стан умовно-рефлекторної і орієнтовно-дослідницької діяльності щурів різного віку з експериментальним цукровим діабетом, написала текст статті.
4. Гузь В.А. Стан гліального фібрилярного кислого білка і білка S-100 в структурах головного мозку білих щурів різного віку за умов експериментального цукрового діабету / В.А. Гузь, Г.В. Довгаль, Л.В. Гузь // Загальна патологія та патологічна фізіологія. – 2011. – Том 6, № 4. – С. 22-25. Здобувачка підготувала аналітичний огляд літератури, провела експеримент.
5. Гузь В.А. Характеристика розвитку діабетичної енцефалопатії за умов процесу старіння / В.А. Гузь // Матеріали XIV Міжнародного медичного конгресу студентів та молодих вчених. – Тернопіль. – 2010. – С. 226.

6. Родинський О.Г. Стан прооксидантно-антиоксидантної системи в структурах головного мозку статевозрілих щурів за умов експериментального алоксанового діабету / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Матеріали всеукраїнської науково-практичної конференції «Довкілля і здоров’я». – Тернопіль. – 2010. – С. 105 – 106.

7. Родинський О.Г. Стан прооксидантно-антиоксидантної системи у структурах головного мозку старих щурів за умов експериментального алоксанового діабету / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Проблемы старения и долголетия. V Національний конгрес геронтологів і геріатрів України. – 2010. – Т. 19, № 3. – С. 251. 

8. Родинський О.Г. Орієнтовно-дослідницька та умовно-рефлекторна діяльність старих щурів в умовах алоксанового цукрового діабету / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Тези доповідей V конгресу Українського товариства нейронаук, присвяченого пам'яті П.Г. Костюка. – К., 2011. – С. 102.
9. Родинський О.Г. Условно-рефлекторная и ориентировочно-исследовательская деятельность крыс разного возраста в условиях экспериментального сахарного диабета / О.Г. Родинський, В.А. Гузь, Л.В. Гузь // Научные труды III Съезда физиологов СНГ. Ялта, 1-6 октября 2011 г. – Москва-Ялта. – 2011. – С. 94 – 95.
АНОТАЦІЯ

Гузь В.А. Нейрофізіологічні механізми інтегративної діяльності нервової системи за умов експериментального цукрового діабету у щурів різного віку. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.04 – патологічна фізіологія. – ДЗ «Луганський державний медичний університет», Луганськ. – 2012. 

У дисертації вивчений стан умовно-рефлекторної та орієнтовно-дослідницької діяльності, прооксидантно-антиоксидантної системи і рівнів фракцій гліального фібрилярного кислого білка та білка S-100 у структурах головного мозку щурів різного віку за умов експериментального алоксанового цукрового діабету. Експериментальний цукровий діабет характеризувався розвитком поведінкового дефіциту і порушенням мнестичних функцій, накопиченням продуктів перекисного окислення ліпідів в структурах головного мозку, більш виразно у щурів середнього віку. Порушення інтегративної діяльності центральної нервової системи супроводжувалось суттєвим нарощуванням концентрації гліального фібрилярного кислого білка та білка S-100 з більш інтенсивним проявом у молодих тварин. 
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В диссертации изучено состояние условно-рефлекторной и ориентировочно-исследовательской активности, прооксидантно-антиоксидатной системы и уровней фракций глиального фибриллярного кислого белка и белка S-100 в структурах головного мозга крыс разного возраста с экспериментальным аллоксановым сахарным диабетом.

Экспериментальный сахарный диабет характеризовался развитием поведенческого дефицита и нарушением мнестических функций. Выявленные отличия показателей локомоторной и ориентировочно-исследовательской активности в группе крыс с экспериментальным сахарным диабетом указывают на то, что изменения поведенческих реакций животных связаны, прежде всего, с развитием диабетической энцефалопатии. Также данный эффект сопровождался накоплением продуктов перекисного окисления липидов в структурах головного мозга (кора больших полушарий, гиппокамп) у крыс разного возраста, более выраженным у крыс среднего возраста. 
Полученные данные позволяют сделать вывод о высокой эффективности функционирования систем защиты от активных форм кислорода при стрессе в позднем онтогенезе и более высокой стойкости старых животных к действию перекисного окисления липидов.
Нарушения интегративной деятельности центральной нервной системы сопровождалось существенным приростом концентрации глиального фибриллярного кислого белка и белка S-100 с более интенсивным проявлением у молодых животных. Значительное повышение содержания филаментного и растворимого глиального фибриллярного кислого белка и белка S-100, маркеров активности глиальных клеток, а также появление деградированных фракций глиального фибриллярного кислого белка в условиях сахарного диабета свидетельствует о нарушении состояния промежуточных филаментов астроцитов и о развитии глиоза, что является результатом усиления экспрессии данных нейроспецифических белков, фибриллогенеза и пролиферации астроглии. 
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ABSTRACT

Guz V.A. Neurophysiologic mechanisms of nervous system integrative activity at rats of different age with experimental diabetes mellitus. – Manuscript.
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The thesis is dedicated to the substantiation of neurophysiological mechanisms of nervous system integrative activity at rats of different age with experimental alloxan diabetes mellitus by means of study of conditionally reflector and orientate investigative activity, systems of lipid peroxidation and antioxidant defense, as well as glial fibrilar acid protein, protein S-100 fractions in the brain. Experimental diabetes mellitus is characterized by development of behavioral deficiency and disturbance of mnestic functions, by accumulation of lipid peroxidation products in brain, most significantly in middle age rats. Disturbance of central nervous system integrative activity was accompanied by significant increase of glial fibrilar acid protein and protein S-100 concentration with more intensive manifestation in middle age rats.
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